Using a Systems Biology Approach to Inform an Understanding of Gene-Chemical Relationships Associated with Attention Deficit Hyperactivity Disorder by Ankem, Gayatri
A B ST R A C T
G A Y A T R I A N K E M : U s i n g a s y s t e m s b i o l o gy a p p r o a c h t o i n f o r m a n u n d e r s t a n d i n g o f
g e n e - c h e m i c a l r e l a t i o n s h i p s a s s o c i a t e d w i t h A D H D
(U n d e r t h e d i r e c t i o n o f D r . R e b e c c a . C . F r y )
A t t e n t i o n D e f i c i t H y p e r a c t i v i t y D i s o r d e r (A D H D ) i s a c o m p l e x n e u r o p s y c h i a t r i c d i s o r d e r
c u r r e n t l y im p a c t i n g t h e l i v e s o f m o r e t h a n 5 m i l l i o n c h i l d r e n i n t h e U . S . T h e
p a t h o p h y s i o l o g i c a l m e c h a n i s m s o f A D H D a n d i t s l i n k s t o e n v i r o n m e n t a l c h e m i c a l s a r e
l a r g e l y u n k n o w n . I n c o n t r a r y t o t r a d i t i o n a l r e d u c t i o n i s t t h e o r y , w h e r e g e n e s a n d
e n v i r o n m e n t a l f a c t o r s a r e t e a s e d a p a r t , w e e m p l o y e d m u l t i p l e s y s t e m s l e v e l a p p r o a c h t o
u n d e r s t a n d g e n e - g e n e i n t e r a c t i o n s a n d g e n e - e n v ir o n m e n t a l i n t e r a c t i o n s , a n d t h e i r
c o n t r i b u t i o n t o A D H D o u t c o m e .
Sy s t e m s a n a l y s e s o f c h e m i c a l - g e n e i n t e r a c t i o n s i d e n t i f i e d d o p am i n e b u t a l s o n o n -
d o p a m i n e r e l a t e d p a th w a y s i n c l u d i n g c o r t i c o t r o p h i n h o r m o n e r e l e a s i n g s i g n a l i n g
p a t h w a y s , c A M P m e d i a t e d s i g n a l i n g , g l u c o c o r t i c o i d s i g n a l i n g , a n d a p o p t o s i s p a t h w a y s t o
b e a s s o c i a t e d w i t h A D H D .
T h e p r e s e n t s t u d y p r o v i d e d i n s i gh t s i n t o u n d e r s t a n d i n g o f t h e c o m b i n e d c o n t r i b u t i o n o f
g e n e s a n d c h e m i c a l s , a n d f a c i l i t a t e d g e n e r a t i o n o f t e s t a b l e h y p o th e s i s , w h i c h h a v e g r e a t
p o t e n t i a l t o h e l p d e v e l o p m o r e e f f e c t i v e t r e a t m e n t s a n d p r e v e n t i o n m e t h o d s f o r r e d u c i n g
th e g r o w i n g p u b l i c h e a l t h b u r d e n o f A D H D .
A C K N O WL E D G E M E N T S
I w o u l d l i k e t o t a k e t h i s o p p o r t u n i t y t o t h a n k m y a d v i s o r D r . R e b e c c a F r y f o r h e r c o n s t a n t
s u p p o r t a n d g u i d a n c e a l l t h r o u g h m y M a s t e r s p r o g r a m . W i t h o u t y o u r h e l p a n d f e e db a c k .
t h i s r e p o r t w o u l d n o t h a v e b e e n p o s s i b l e .
I w o u l d l i k e t o t h a n k m y c o mm i t t e e m e m b e r s D r . D r . L o u i s e B a l l a n d D r . L e e n a
N y l a n d e r - F r e n c h f o r t h e i r i n s i g h t f u l f e e d b a c k , w h i c h h e l p e d m e imm e n s e l y i n
i n v e s t i g a t i n g t h i s s u bj e c t a n d m a k i n g t h i s r e p o r t .
I w o u l d l i k e t o t h a n k J u l i a R a g e r f o r g u i d i n g m e a l l t hr o u g h m a n u s c r ip t p r e p a r a t i o n w i t h
c r i t i c a l a n a l y s i s . A d d i t i o n a l l y , I w o u l d l i k e t o t h a n k a l l m y l a b o r a t o r y m e mb e r s a n d
fr i e n d s a t U N C w h o m a d e m y j o u r n e y v e r y e n j o y a b l e , e s p e c i a l l y L i s a Sm e e s t e r , B h a v e s h
A h i r
,
D a n i e l R o j a s , A l i s o n S a n d e r s , K a t hr y n A . B a i l e y . I c a n n o t f o r g e t i n s p i r i n g
d i s c u s s i o n s I h a d w i t h K a t h l e e n T e d f o r d
,
H a r i P y l a , Sw a t i V a r a h a b h a t l a , P r a d e e p a
V e n n am a n d K e n d a F r e e m a n .
I w o u l d n o t h a v e b e e n a b l e t o r e a c h th i s s t a g e o f m y l i f e w i t h o u t m y f a m i l y
'
s e v e r - l a s t i n g
s u p p o r t a n d e n c o u r a g e m e n t , e s p e c i a l l y m y h u s b a n d , R aj a r a m B h a g a v a t h u l a a n d m y
p a r e n t s . Y o u h a v e a l w a y s g i v e n m e a h a n d t o h o l d d u r i n g d i f fi c u l t t im e s . T h a n k y o u f o r
b e l i e v i n g m e e v e n w h e n I h i t r o c k b o t t o m .
H I
T A B L E O F C O N T E N T S
L I S T O F T A B L E S v
L I S T O F F I G U R E S v i
L I S T O F S Y M B O L S v i i
Ch a p t e r
L IN T R O D U C T I O N
II . M A T E R I A L S A N D M E T H O D S
Id e n t i f i c a t i o n o f ge n e s a n d c h e m i c a l i n t e r a c t i o n s
a s s o c i a t e d v sdth A D H D
Id e n t i f i c a t i o n o f b i o l o g i c a l p a t h w a y s a s s o c i a t e d
w i th A D H D
m . R E SU L T S 6
Id e n t i f i c a t i o n o f ge n e s i n t e r a c t i n g w i t h
c h e m i c a l s a s s o c i a t e d w i t h A D H D 6
In t e g r a t i n g ge n e - c h e m i c a l
c o n t r i bu t i o n t o A D H D
IV . D I SC U S SI O N 1 1
V . C O N C L U SI O N 15
A P P E N D I C E S 16
R E F E RE N C E S 5 4
I V
L I S T O F T A B L E S
T a b l e
l A . T o p 5 c a n o n i c a l p a t h w a y s a n d t h e i r c o r r e s p o n d i n g / ( - v a l u e s o f
A D H D - a s s o c i a t e d g e n e s f r o m I P A a n a l y s i s 9
I B . T o p 5 C a n o n i c a l p a t h w a y s a n d t h e i r c o r r e s p o n d i n g / ?- v a l u e s o f
A D H D - a s s o c i a t e d g e n e s f r o m D A V I D a n a l y s i s
a n d c o r r e s p o n d i n g f i n d i n g s f r o m I P A a n a l y s i s 10
L I ST O F F I G U R E S
F i g u r e
1 . M o s t s i g n i f i c a n t C h e m i c a l s - G e n e s - A D H D I n t e r a c t o m e
i d e n t i f i e d b y n e t w o r k a n a l y s i s o f A D H D - a s s o c i a t e d g e n e s (r e d )
a n d n u m b e r s i n d i c a t e t h e n u m b e r o f c h e m i c a l s i n t e r a c t i n g w i t h e a c h g e n e .
B : B i s p h e n o l - A ; L : L e a d ; N : N i c o t i n e ; P : P e r fl o r o o c t a n o i c a c i d ; PS : P e r fl o r o o c t a n e s u l f o n i c a c i d 8
V I
L I S T O F S Y M B O L S
A D H D A t t e n t i o n D e f i c i t H y p e r a c t i v i t y D i s o r d e r
A D RA I B A d r e n o c e p t o r a l ph a I B
A D R A 2C A dr e n o c e p t o r a l p h a 2 C
A D R B l A dr e n o c e p t o r b e t a 1
CA CNA I C C a l c i u m c h a n n e l, v o l t a g e - d ep e n d e n t, L ty p e , a lp h a I C s u b u n i t
CA CN B 2 C a l c i u m c h a n n e l , v o l t a g e - d e p e n d e n t, b e t a 2 s u b u n i t
CN R l C a n n a b i n o i d r e c e p t o r 1
C OMT C a t e c h o l - 0 - m e th y lt r a n s f e r a s e
CH RM l C h o l i n e r g i c r e c e pt o r , m u s c ar i n i c 1
C T D C o m p a r a t i v e T o x i c o g e n o m i c s D a t a b a s e
D A V I D D a t a b a s e f o r A n n o t a t i o n , V i s u a l i z a t i o n , a n d I n t e gr a t e d D i s c o v e r y
D RD l D o p a m i n e r e c e p t o r D l
D RD 3 D o p a m i n e r e c e p t o r D 3
D RD 4 D o p a m i n e r e c e p t o r D 4
D RD 5 D o p a m i n e r e c e p t o r D 5
E D N RA E n d o t h e l i n r e c e p t o r t y p e A
E SR l E s t r o g e n r e c e p t o r 1
F G D I F Y V E , R h o G E F a n d P H d o m a i n c o n t a i n i n g 1
G P E R G p r o t e i n - c o u p l e d e s t r o g e n r e c e p t o r 1
G RM l G l u t a m a t e r e c e p t o r , m e t a b o t r o p i c 1
G RM5 G l u t a m a t e r e c e p t o r , m e t a b o t r o p i c 5
G RM 7 G l u t a m a t e r e c e p t o r , m e t a b o t r o p i c 7
H TR 6 5 - h y d r o x y t r y p t a m i n e (s e r o t o n i n ) r e c e p t o r 6 , G p r o t e i n - c o u p l e d
H TR I B 5 - h y d r o x y t r y p t a m i n e (s e r o t o n i n ) r e c e p t o r I B , G p r o t e i n - c o u p l e d
H TR2 A 5 - h y d r o x y t r y p t a m i n e (s e r o t o n i n ) r e c e p t o r 2 A , G p r o t e i n - c o u p l e d
H TR5A 5 - h y d r o x y t r y p t a m i n e (s e r o t o n i n ) r e c e p t o r 5A , G p r o t e i n - c o u p l e d
HT T H u n t i n g t o n
I PA I n g e n u i t y Sy s t e m s P a t h w a y A n a l y s i s
K E G G K y o t o E n c y c l o p e d i a o f G e n e s a n d G e n o m e s
M D M A N - M e t h y l - 3 , 4 - m e t h y l e n e d i o x y a m p h e t a m i n e
NP Y N e u r o p e p t i d e Y
O P R D l O p i o i d r e c e p t o r , d e l t a 1
O P R K l O p i o i d r e c e p t o r , k a p p a 1
P TP RD P r o t e i n t y r o s i n e p h o s p h a t a s e , r e c e p t o r t y p e , D
SL C 6A 3 So l u t e c a r r i e r f a m i l y 6 (d o p a m i n e t r a n s p o r t e r ) , m e m b e r 3
STS St e r o i d s u l f a t a s e (m i c r o s o m a l ) , i s o z y m e S
T A A R l T r a c e a m i n e a s s o c i a t e d r e c e p t o r 1
v n
T A CR l T a c h y k i n i n r e c e p t o r 1
T R I M2 5 T r i p a r t i t e m o t i f c o n t a i n i n g 2 5
T P H 2 T r y p t o p h a n h y d r o x y l a s e 2
V l l l
I N T R O D U C T I O N
A t t e n t i o n D e fi c i t H y p e r a c t i v i t y D i s o r d e r (A D H D ) i s a c o m p l e x n e u r o p s y c h i a t r i c d i s o r d e r
w h e r e i n d i v i d u a l s s u f f e r f r o m p r o b l e m s o f i n a t t e n t i o n , h y p e r a c t i v i t y a n d im p u l s i v i t y . I t i s
c u r r e n t l y t h e m o s t - p r e v a l e n t c h i l d h o o d n e u r o d e v e l o p m e n t a l d i s o r d e r a n d i t s r a t e o f
c l i n i c a l d i a g n o s e s c o n t i n u e s t o r i s e (R o w l a n d e t a l . 2 0 02 ) . R e c e n t l y , t h e p e r c e n t a g e o f
c h i l d r e n b e t w e e n 4 - 17 y e a r s o f a g e w i t h A D H D h a s i n c r e a s e d f r o m 7 . 8% t o 9 . 5 % ,
r e p r e s e n t i n g a n i n c r e a s e o f 2 1 . 8% f r o m 2 0 0 3 t o 2 0 0 7 (C e n t e r s f o r D i s e a s e a n d P r e v e n t i o n
2 0 10 ) . T h e s t a t e o f N o r t h C a r o l i n a h a s t h e h i g h e s t r a t e o f A D H D p r e v a l e n c e w i t h i n t h e
U . S . , w i t h 15 . 6% o f c h i l d r e n r e p o r t e d t o b e d i a g n o s e d w i t h A D H D (C e n t e r s f o r D i s e a s e
a n d P r e v e n t i o n 2 0 10) . F u r t h e r , t h e w o r l dw i d e p r e v a l e n c e o f A D H D i s a r o u n d 5 . 2 9%
(P o l a n c z y k e t a l . 2 0 0 7 ) .
A D H D i s c l a s s i fi e d i n t o t h r e e s u bt y p e s , n am e ly (i ) p r e d o m i n a n t l y i n a t t e n t i v e , ( i i )
p r e d o m i n a n t l y h y p e r a c t i v e / i m p u l s i v e a n d (i i i ) c o m b i n e d s u b t y p e (A s s o c i a t i o n 2 0 0 0 ) . I t i s
w e l l e s t a b l i s h e d t h a t A D H D i s a m a j o r p u b l i c h e a l t h c o n c e r n w i t h e x t e n s i v e h a r d s h i p fo r
c h i l d r e n a n d f a m i l i e s c o n t r i b u t i n g t o s e r i o u s n e g a t i v e l o n g t e r m o u t c o m e s a s i t p e r s i s t s
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e d u c a t i o n a n d h e a l t h c a r e s y s t e m s i n t h e n a t i o n .
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(F a r a o n e 19 9 8) . M a n y r e s e a r c h s t u d i e s h a v e f o c u s e d o n i d e n t i f y i n g c a n d i d a t e g e n e r i s k
f a c t o r s b a s e d o n a p r i o r i t h e o r y t h a t n e u r o t r a n s m i t t e r r e l a t e d p a t h w a y s , f o r e x a m p l e
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o f g e n e t i c s t u d i e s . T a k e n t o g e t h e r , t h i s h i g h l i g h t s t h e p o l y g e n i c c o n t r i b u t i o n w i t h
h e t e r o g e n e o u s e f f e c t s , l i k e l y r o l e o f g e n e - ge n e a n d g e n e
- e n v i r o n m e n t a l i n t e r a c t i o n s i n
t h e p a th o g e n e s i s o f A D H D (B a n e r j e e e t a l . 2 0 0 7 ; F a r a o n e 19 9 8) .
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a s p o t e n t i a l c o n t r i b u t o r s t o t h e A D H D p h e n o t yp e . T h e s e i n c l u d e : p r e n a t a l a l c o h o l
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d i e t d u r i n g p r e g n a n c y , a n d p r e g n a n c y r e l a t e d c o m p l i c a t i o n s (B a n e r j e e e t a l . 2 0 0 7 ) . S t i l l ,
t h e u n d e r l y i n g m e c h a n i s m s a n d b i o l o g i c a l p a t h w a y s t h a t a r e i n v o l v e d i n A D H D
s u s c e p t i b i l i t y a n d p r o gr e s s i o n a r e l a r g e l y u n k n o w n .
I n t h e p r e s e n t s t u d y , w e e m p l o y e d m u l t i p l e s y s t e m s l e v e l a n a l y s e s o f g e n e -
e n v i r o n m e n t r e l a t i o n s h i p s t o i d e n t i f y n o v e l r e g u l a t o r y p a t h w a y s a n d c e l l u l a r fu n c t i o n s ,
w h i c h m a y b e a s s o c i a t e d w i t h th e p h e n o t y p e s a s s o c i a t e d w i t h A D H D . O u r h y p o t h e s i s i s
t h a t : ( i ) g e n e t i c f a c t o r s a n d e n v i r o n m e n t a l a g e n t s a s s o c i a t e d w i t h A D H D m a y a c t
t o g e t h e r , l i k e l y i n f u n c t i o n a l n e tw o r k s o f g e n e - g e n e a n d g e n e - e n v i r o i m i e n t i n t e r a c t i o n s ,
a n d (i i ) a r e e n r i c h e d f o r n o n - d o p a m i n e r e l a t e d p a th w a y s t h a t m a y u n d e r l i e t h e
p a t h o g e n e s i s o f A D H D .
F o r t h e p u r p o s e o f t h e s t u d y , w e f i r s t i d e n t i f i e d t h e g e n e s , c h e m i c a l s a n d t h e i r
i n t e r a c t i o n u s i n g a c o m p r e h e n s i v e d a t a b a s e c o n t a i n i n g t h e g e n e
- c h e m i c a l - d i s e a s e
r e l a t i o n s h i p s , c a l l e d C o m p a r a t i v e T o x i c o g e n o m i c s D a t a b a s e (C T D ) . Se c o n d l y , t h e
e n v i r o n m e n t a l - g e n e i n t e r a c t i o n s , a v a i l a b l e a t C T D w e r e a n a l y z e d f o r i d e n t i f y i n g
r e gu l a t o r y p a t h w a y s b y c o m p l e m e n t a r y p a th w a y a n a l y s i s . T h e r e s u lt s p r o v i d e i n s i g h t s
i n t o t h e c o m p l e x i n t e r a c t i o n s a m o n g s t g e n e s a n d e n v i r o n m e n t a l c h e m i c a l s a s s o c i a t e d
w i t h A D H D t h a t m a y n o t b e f e a s i b l e b y a s i n g l e s t u d y . Th i s u n d e r s t a n d i n g i s c r u c i a l , a s i t
h a s t h e p o t e n t i a l t o e v e n t u a l l y de s i gn t a r g e t e d t r e a t m e n t s a n d p r e v e n t i v e / i n t e r v e n t i o n
m e a s u r e s .
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I d e n t if i c a t i o n of g e n e s a n d c h e m i c a l i n t e r a c t i o n s a s s o c i a t e d w i t h A D HD
I n o r d e r t o i d e n t i f y t h e b i o l o g i c a l p r o c e s s e s a n d p a th w a y s t h a t r e s u l t f r o m t h e i n t e r a c t i o n s
b e t w e e n g e n e s a n d c h e m i c a l s , w e fi r s t s o u g h t t o i d e n t i f y t h e g e n e s a n d c h e m i c a l s
a s s o c i a t e d w i t h A D H D u s i n g C o m p a r a t i v e T o x i c o g e n o m i c s D a t a b a s e (C T D ) . T h e C T D
i s a d a t a b a s e w i t h m a n u a l l y c u r a t e d r e l a t i o n s h i p s b e t w e e n g e n e s , e n v i r o n m e n t a l f a c t o r s
(c h e m i c a l s ) a n d v a r i o u s c o m p l e x d i s e a s e s , a n d t h e i r i n t e r a c t i o n s w it h e a c h o t h e r t h a t m a y
u n d e r l i e t h e s u s c e p t i b i l it y a n d e t i o l o g y o f t h e d i s e a s e s (D a v i s e t a l . 2 0 0 9 ) . C T D c o n t a i n s
a t o t a l o f 83 2 , 6 9 9 g e n e - c h e m i c a l i n t e r a c t i o n s , 1 2 , 6 8 1 , 8 1 5 g e n e - d i s e a s e r e l a t i o n s h i p s , a n d
1, 4 0 0 , 2 16 c h e m i c a l - d i s e a s e a s s o c i a t i o n s (M a r c h 2 0 13 , C T D , h t t p :/ / c t d b a s e . o r g /) . I n o r d e r
t o i d e n t i fy A D H D - a s s o c i a t e d g e n e s , t h e C T D w a s q u e r i e d f o r
" D i s e a s e s " u s i n g t h e
k e y w o r d
" A t t e n t i o n D e fi c i t w i t h H y p e r a c t iv i t y D i s o r d e r
"
.
T h e C T D c o n t a i n s i n f o r m a t i o n a b o u t g e n e s w i t h b o th d i r e c t a n d i n f e r r e d
r e l a t i o n s h ip s w i t h A D H D . CT D b r o a d l y c l a s s i fi e d th e d i r e c t l y r e l a t e d g e n e s , r e p r e s e n t i n g
g e n e s w i t h m u t a t i o n o r s i n g l e n u c l e o t i d e p o l y m o r p h i s m s l i n k e d w i th th e A D H D , a s
" M "
,
m e a n i n g
" M a r k e r s /M e c h a n i s m " u n d e r " D i r e c t E v i d e n c e " . T h e s e a r e f o u n d b y m a n u a l
c u r a t i o n o f e x i s t i n g l i t e r a t u r e a n d i n t e g r a t i o n w it h O n l i n e M e n d e l i a n In h e r i t a n c e i n M a n
d a t a b a s e b y CT D . G e n e s w i t h i n f e r r e d r e l a t i o n s h i p s w i t h A D H D w e r e e s t a b l i s h e d b y
c o m p u t a t i o n a l i n t e g r a t i o n o f g e n e - c h e m i c a l d a t a w i t h c h e m i c a l - A D H D d a t a . F o r
i n s t a n c e
,
i f G e n e A i n t e r a c t s d i r e c t l y w i t h Ch e m i c a l B (c u r a t e d ) a n d i f C h e m i c a l B i s
d i r e c t l y a s s o c i a t e d w i t h D i s e a s e C (c u r a t e d ) , t h e n G e n e A h a s a n i n f e r r e d a s s o c i a t i o n
w i t h D i s e a s e C . T h u s
,
t h e s e i n f e r r e d a s s o c i a t i o n s r e p r e s e n t t h e p o t e n t i a l ge n e t i c t a r g e t s o f
c h e m i c a l e x p o s u r e s , t h o s e w h e n a l t e r e d m a y c o n t r i b u t e t o A D H D o u t c o m e . I n o r d e r t o
i n c l u d e o n l y s i g n i fi c a n t a s s o c i a t i o n s , w e i n c l u d e d t h o s e g e n e s t h a t h a v e t h e e v i d en c e f o r
d i r e c t r e l a t i o n , o r i n f e r r e d r e l a t i o n s u p p o r t e d b y a t l e a s t 10 r e s e a r c h s t u d i e s .
I d e n t if i c a t i o n o f b i o l o g i c a l p a t h w a y s a s s o c i a t e d w i t h A D H D
T o r e v e a l fu n c t i o n a l f e a t u r e s a n d c e l l u l a r p a t h w a y s t h a t a r e a s s o c i a t e d w i t h A D H D , w e
e x a m i n e d th e A D H D - a s s o c i a t e d g e n e s (b o t h d i r e c t a n d i n f e r r e d g e n e s ) a n d th e i r e n c o d e d
p r o t e i n s , u s i n g fu n c t i o n a l , p a t h w a y a n d n e t w o r k a n a l y s i s a v a i l a b l e fi r s t t h r o u g h I n g e n u it y
Sy s t e m s P a t h w a y A n a l y s i s (I P A ) (I n g e n u i t y
®
Sy s t e m s , w w w . i n g e n u i t y . c o m ) . IP A i s
m a i n l y b a s e d o n t h e I n g e n u i t y P a th w a y s K n o w l e d g e B a s e , c o n s i s t i n g o f m a n u a l l y
c u r a t e d i n f o r m a t i o n a b o u t g e n e s , p r o t e i n s , c e l l s , t i s s u e s a n d t h e i r i n t e r a c t i o n s w i t h e a c h
o t h e r . I PA c o n t a i n s a t o t a l o f 4 . 6 m i l l i o n fi n d i n g s t h a t i n c l u d e s g e n e - d i s e a s e l i n k s ,
p r o t e i n
-
p r o t e i n i n t e r a c t i o n s , a n d c e l l u l a r p a t h w a y s . F o r o u r s t u d y , t h e g e n e s o f i n t e r e s t
w e r e c o m p a r e d w i t h t h e r e p o s i t o r y o f g e n e s p r e s e n t i n t h e k n o w l e d g e b a s e . Th i s
i n f o r m a t i o n w a s u s e d t o i d e n t i f y s i g n i fi c a n t l y e n r i c h e d b i o l o g i c a l fi m c t i o n s , c a n o n i c a l
p a t h w a y s a n d p o t e n t i a l u p s t r e a m r e g u l a t o r s (t r a n s c r i p t i o n r e g u l a t o r s , m i R N A , c h e m i c a l s ,
d r u g s ) .
T o c a l c u l a t e t h e s i g n i fi c a n c e o f t h e r e s u l t s , p - v a l u e s w e r e g e n e r a t e d u s i n g r i g h t
t a i l e d F i s h e r ' s e x a c t t e s t u s i n g t h e f o l l o w i n g e q u a t i o n (W a n g a n d L i 2 0 10 ):
= 1 y p
- 1 C (P . n ) C (T - P . i - n )
P
-
- L L n = 0 c ( T . i )
H e r e
,
T i s t h e t o t a l n u m b e r g e n e s p r e s e n t i n I n g e n u i t y P a t h w a y s K n o w l e d g e B a s e ; i i s t h e
t o t a l n u m b e r o f i n p u t g e n e s ; P i s n u m b e r o f g e n e s p r e s e n t i n a p a r t i c u l a r p a t h w a y ; p i s t h e
n u m b e r o f g e n e s o v e r l a p w i t h t h o s e i n a p a r t i c u l a r p a t h w a y ; a n d C (P , n ) , C (T - P , i - n ) ,
a n d C (T , i ) a r e b i n o m i a l c o e f fi c i e n t s . T h e p - v a l u e r e p r e s e n t s t h e p r o b a b i l i t y t h a t a
fu n c t i o n o r c a n o n i c a l p a t h w a y i s e n r i c h e d w i th i n t h e g e n e s o f i n t e r e s t d u e t o c h a n c e
a l o n e . I n o u r s t u d y , t h e c r i t e r i o n f o r s i g n i fi c a n c e o f a r e l a t i o n s h i p i s p < 0 . 0 0 5 .
F u r t h e r , i n o r d e r t o c o m p l e m e n t o u r I PA a n a l y s i s , w e u s e d th e d a t a b a s e f o r
a n n o t a t i o n
,
v i s u a l i z a t i o n
,
a n d i n t e g r a t e d d i s c o v e r y (D A V ID ) f o r a n a l y z i n g t h e g e n e - g e n e
i n t e r a c t i o n s a n d c h e m i c a l - g e n e i n t e r a c t i o n s . D A V I D (h t t p :/ /d a v i d . a b c c . n c i f c r f g o v ) i s a
w e b b a s e d b i o i n f o r m a t i c s r e s o u r c e t h a t d e t e r m i n e s t h e b i o l o g i c a l m e a n i n g o f t h e l a r g e
s e t s o f g e n e s o f i n t e r e s t i d e n t i f i e d b y h i g h t h r o u g h p u t g e n o m i c t e c h n o l o g i e s . T h e
k n o w l e d g e ba s e c o n t a i n e d > 5 0 , 0 0 0 p a t h w a y s , > 4 0 m i l l i o n o n t o l o g y r e l a t e d i n f o r m a t i o n
a n d > 2 . 8 m i l l i o n l i t e r a t u r e r e v i e w s . T h e g e n e s o f i n t e r e s t f r o m o u r s t u d y w e r e c o m p a r e d
w i t h t h e g e n e s a s s o c i a t e d w i t h p a t h w a y s c o n t a i n e d i n kn o w l e d g e b a s e a n d t h e e n r i c h e d
b i o l o g i c a l p a t h w a y s w i t h o v e r r e p r e s e n t e d g e n e s w e r e i d e n t i fi e d b a s e d o n K y o t o
E n c y c l o p e d i a o f G e n e s an d G e n o m e s (K E G G ; w w w . g e n o m e . j p / k e g g ) a n d B i o c a r t a
(w w w . b i o c a r t a . c o m j p a th w a y d a t a b a s e s (H o s a c k e t a l , 2 0 0 3 ; H u a n g d a e t a l , 2 0 0 9 ) . T h e
s i g n i fi c a n c e o f t h e i d e n t i fi e d r e l a t i o n s h i p s w a s e s t im a t e d b y p - v a l u e s , a n d c o r r e c t e d p -
v a l u e s b a s e d o n B e nj a m i n i a n d H o c h b e r g m e t h o d (19 9 5) . E n r i c hm e n t s c o r e (E A SE
s c o r e ) e s t im a t e d b y m o d i fi e d F i s c h e r E x a c t t e s t r e p r e s e n t s t h e s i g n i fi c a n c e o f f u n c t i o n a l
c lu s t e r s f o r m e d b y g e n e - g e n e , g e n e - p r o t e i n i n t e r a c t i o n s , w h e r e h i g h e r e n r i c hm e n t s c o r e
s u g g e s t s s t r o n g e r i n t e r a c t i o n s a m o n g g e n e s a n d p r o t e i n s (Wa n g a n d L i 2 0 10 ) .
R E S U L T S
I d e n t if i c a t i o n o f g e n e s i n t e r a c t i n g w i t h c h e m i c a ls a s s o c i a t e d w i t h A D HD
I n o r d e r t o i d e n t i f y g e n e s a s s o c i a t e d w i t h A D H D a n d u l t im a t e l y w i t h e n v i r o n m e n t a l
r e l e v a n c e w e q u e r i e d t h e C T D . A t o t a l o f 19 5 r e s e a r c h s t u d i e s i n v o l v in g A D H D w e r e
c o n t a i n e d i n t h e d a t a b a s e . T h e C T D c o n t a i n e d 10
,
6 0 3 g e n e s p o t e n t i a l l y r e l a t e d t o A D H D ,
b o th w i t h d i r e c t a n d i n f e r r e d g e n e - A D H D r e l a t i o n s h i p s . T h e s e g e n e s w e r e fi lt e r e d t o
i n c l u d e a l l t h e d i r e c t l y a s s o c i a t e d g e n e s , a l o n g w i t h t h e g e n e s t h a t h a v e i n f e r r e d
a s s o c i a t i o n s u p p o r t e d b y a t l e a s t 10 r e s e a r c h s t u d i e s . T h e fi n a l l i s t o f
" A D H D - a s s o c i a t e d
ge n e s
"
c o n t a i n e d a t o t a l o f 5 2 6 g e n e s t h a t i n c l u d e s 2 3 d i r e c t g e n e s a n d 5 0 3 i n fe r r e d g e n e s
(T a b l e 1) . T h e d i r e c t g e n e s i n c l u d e g e n e t i c v a r i a n t s , s i n g l e n u c l e o t i d e p o l y m o r p h i s m s ,
a n d c o p y n u m b e r v a r i a n t s t h a t a r e s i g n i fi c a n t l y a s s o c i a t e d w i t h A D H D o u t c o m e . T h e
i n f e r r e d g e n e s r e p r e s e n t t h e kn o w n ge n e t a r g e t s l i n k e d t o 2 8 c h e m i c a l s a s s o c i a t e d w i t h
A D H D (A p p e n d i x t a b l e 1) . T h e s e g e n e s h a v e t h e p o t e n t i a l t o l i n k t h e e n v i r o n m e n t a l
e x p o s u r e s t o A D H D (A p p e n d i x t a b l e 1) . T h e c h e m i c a l s i n c l u d e e n v i r o n m e n t a l t o x i c a n t s ,
d r u g s o f a b u s e , i n d u s t r i a l c h e m i c a l s , a n d m e d i c a t i o n s . F o r t h e p u r p o s e o f t h i s s t u d y , w e
f o c u s e d o n e n v i r o n m e n t a l t o x i c a n t s a n d c h e m i c a l s o f p u b l i c h e a l t h s i g n i fi c a n c e , t h a t
i n c l u d e d b i sp h e n o l - A , l e a d , n i c o t i n e , p e r fl o r o o c t a n o i c a c i d , a n d p e r fl o r o o c t a n e s u l f o n i c
a c i d .
I n t e g r a t i o n of g e n e a n d c h e m i c a l c o n t r i b u t i o n t o A D H D
T o i de n t i fy t h e c a n o n i c a l p a t h w a y s a n d fi i n c t i o n a l n e t w o r k s t h a t r e p r e s e n t t h e i n t e r p l a y o f
g e n e s a n d c h e m i c a l s i n A D H D , t h e i d e n t i fi e d ge n e s w i t h b o t h d i r e c t a n d i n f e r r e d
r e l a t i o n s h i p s t o A D H D w e r e a n a l y z e d u s i n g IP A . N e tw o r k m o d e l s w i t h g e n e s /p r o t e i n s
i n t e r a c t i o n s , e n r i c h e d b i o l o g i c a l p a t h w a y s , a n d b i o l o g i c a l ft i n c t i o n s t h a t m a y b e
a s s o c i a t e d w it h A D H D w e r e c o n s t r u c t e d .
O f t h e s e 5 2 6 ge n e s p r e s e n t i n t h e A D H D - a s s o c i a t e d g e n e s , 5 0 2 g e n e s w e r e
r e c o g n i z e d i n I P A a n d a t o t a l o f 3 6 g e n e s (3 6/ 5 0 2 ) e n c o d e f o r G - p r o t e i n c o u p l e d
r e c e p t o r s (A p p e n d i x T a b l e 1) . T h e s e m a p p e d g e n e s f o r m e d 2 5 f u n c ti o n a l n e t w o r k s w i t h
p
- v a l u e s r a n g i n g b e tw e e n 10
' ^ ^
a n d 10
" ' °
(A p p e n d i x T a b l e 2 ) . T h e s e n e t w o r k s w e r e




) , c e l l u l a r f u n c ti o n a n d








) T h e m o st
s i g n i f i c a n t (p < 10
" ' ^
) n e t w o r k a m o n g th e 2 5 s i gn i f i c a n t n e tw o r k s w a s d e s i g n a t e d a s
c h e m i c a l s - g e n e s - A D H D i n t e r a c t o m e a n d w a s f o r m e d b y 2 5 p r o t e i n s t h a t w e r e i n t e r a c t i n g
w i t h e a c h o th e r . T h e m o l e c u l a r i n t e r a c t i o n s o f c h e m i c a l s - g e n e s - A D H D i n t e r a c t o m e w e r e
e n r i c h e d f o r h e r e d i t a r y d i s o r d e r (p v a l u e s : 10
" ^ ^
- l O
" ' ' ^









) (F i g u r e 1 ) .
A d di t i o n a l l y , n o v e l c a n o n i c a l p a t h w a y s c o n s i s t i n g o f G - p r o t e i n c o u p l e d r e c e p t o r
s i g n a l i n g (p < 1. 9 * 10
" ^ ^
) , c - A MP - m e d i a t e d s i g n a l i n g (6 . 8 * 10
" ^^
) , g l u c o c o r t i c o i d r e c e p t o r
(p < 6 . 5
* 10
" ^ ^
) , c o r t i c o t r o p h i n r e l e a s i n g h o r m o n e s i g n a l i n g (p < 1 . 5 * 10
" ^ ^
) , r o l e o f
m a c r o p h a g e s , fi b r o b l a s t s , a n d e n d o t h e l i a l c e l l s i n r h e u m a t o i d a r t h r i t i s (p < 1. 7 * 10
" ^ ' '
) , w e r e
i d e n t i f i e d a s i n t e r l i n k e d a n d s i g n i f i c a n t l y e n r i c h e d a m o n g th e g e n e r a t e d n e t w o r k s (F i g u r e
1) (T a b l e l A ) . F u r t h e r m o r e , t h e c h e m i c a l s o f i n t e r e s t i n c l u d i n g b i s p h e n o l A , n i c o t i n e ,
l e a d
, p e r fl o r o o c t a n o i c a c i d , a n d p e r fl o r o o c t a n e s u l f o n i c a c i d w e r e f o u n d t o i n fl u e n c e
ge n e s p r e s e n t i n t h e c h e m i c a l s - g e n e s - A D H D i n t e r a c t o m e (F i g u r e 1) . W e f o v i n d t h a t
b i sp h e n o l A i n t e r a c t s w i t h g e n e s t h at a r e i n v o l v e d i n G - p r o t e i n c o u p l e d r e c e p t o r
s i g n a l i n g , a n d c A M P m e d i a t e d s i g n a l i n g p a th w a y . N i c o t i n e w a s f o i m d t o t a r g e t g e n e s
t h a t p l a y a r o l e i n G - p r o t e i n c o u p l e d r e c e p t o r s i g n a l i n g , c A M P m e d i a t e d s i g n a l i n g
p a t h w a y , c o r t i c o t r o p h i n r e l e a s i n g h o r m o n e s i g n a l i n g a n d H u n t i n g t o n d i s e a s e s i g n a l i n g
p a th w a y . L e a d w a s f o u n d t o i n t e r a c t w i t h g e n e s i n v o l v e d i n G - p r o t e i n c o u p l e d r e c e p t o r
s i g n a l i n g , c A M P m e d i a t e d s i g n a l i n g p a t h w a y a n d H u n t i n g t o n d i s e a s e s i g n a l i n g p a th w a y .
B o th p e r fl o r o o c t a n o i c a c i d a n d p e r fl o r o o c t a n e s u l f o n i c a c i d w e r e f o u n d t o i n t e r a c t w i t h
g e n e s t h a t p l a y a r o l e i n G - p r o t e i n c o u p l e d r e c e p t o r s i gn a l i n g , a n d g l u c o c o r t i c o i d
s i g n a l i n g p a t h w a y (F i g u r e 1) . F u r t h e r m o r e , w e f o u n d t h a t d i r e c t l y a s s o c i a t e d g e n e s
e n c o d e f o r p r o t e i n s w i t h p o t e n t i a l r o l e i n o t h e r d i s o r d e r s i n c l u d i n g d e p r e s s i o n ,
a l c o h o l i s m
,
a n x i e t y , s c h i z o p h r e n i a , c o c a i n e r e l a t e d d i s o r d e r , a n d b i p o l a r d i s o r d e r
(A p p e n d i x T a b l e 3 ) .
F i g u r e 1 : M o s t s i gn i f i c a n t Ch e m i c a l s - G e n e s - A D H D I n t e r a c t o m e i d e n t i f i e d b y n e t w o r k
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I n o r d e r t o c o m p l e m e n t I P A a n a l y s i s o f c h e m i c a l - g e n e i n t e r a c t i o n s i n A D H D , w e
a n a l y z e d A D H D - a s s o c i a t e d g e n e s u s i n g D A V I D . A m o n g 5 2 6 g e n e s p r e s e n t i n A D H D -
a s s o c i a t e d g e n e s , 50 1 g e n e s w e r e m a p p e d t o t h e k n o w l e d g e b a s e . T h e s e 5 0 1 g e n e s
f o r m e d i n t o 32 4 c l u s t e r s (e n r i c h m e n t s c o r e : 3 3 . 7 7 - 0 . 0 ) , w h i c h w e r e g r o u p e d a c c o r d i n g t o
t h e i r g e n e fu n c t i o n s , p r o t e i n - p r o t e i n i n t e r a c t i o n s , p r o t e i n f u n c t i o n a l d o m a i n s , G O t e r m s
a n d b i o l o g i c a l p a t h w a y s . T h e h i gh l y s i g n i fi c a n t c l u s t e r w a s e n r i c h e d f o r n e u r o l o gi c a l
s y s t e m p r o c e s s (p < 10
" ^ ^
) , t r a n s m i s s i o n o f n e r v e im p u l s e (p < 10
' ' ^
) , a n d s y n a p t i c
t r a n s m i s s i o n (p < 10
' ^ '
) . F u r t h e r , t h e t o p 5 s i g n i f i c a n t l y a s s o c i a t e d c a n o n i c a l p a t h w a y s
i n c l u d e d p a th w a y s i n c a n c e r (p r o s t a t e c a n c e r , g l i o m a ) (p < 10
" ^ °
) , E r b B s i g n a l i n g p a th w a y
(p < 10
' "
) , M A P K s i g n a l i n g p a th w a y (p < 10
' ' °
) , n e u r o a c t i v e U g a n d r e c e p t o r i n t e r a c t i o n
(p < 10
" * *'
) , n e u r o t r o p h i n s i g n a l i n g p a th w a y (p < 10
" ° ^
) , a n d c a l c i u m s i gn a l i n g p a t hw a y
(p < 10
- ° ^
) (T a b l e 1 B ) .
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A D H D i s a h e t e r o g e n e o u s c o n d i t i o n w i t h v a r i e d s y m p t o m s i n m a n y p h e n o t y p e s
i n c l u d i n g a t t e n t i o n (a l e r t n e s s , v i g i l a n c e ) , e x e c u t i v e f u n c t i o n s (v e r b a l w o r k i n g m e m o r y ,
s p a t i a l w o r k i n g m e m o r y , r e s p o n s e i n h i b i t i o n , c o g n i t i v e fl e x i b i l i t y a n d p l a n n i n g ) ,
t e m p o r a l i n f o r m a t i o n p r o c e s s i n g a n d r e s p o n s e s t o r e w a r d s (A g u i a r e t a l . 2 0 10) .
N e u r o im a g i n g s t u d i e s f o u n d p o t e n t i a l r o l e o f m a n y n e u r a l c i r c u i t s c o n n e c t i n g v a r i o u s
br a i n r e g i o n s i n c l u d i n g p r e f r o n t a l c o r t i c a l a r e a s , t h e b a s a l g a n g l i a , c e r e b e l l i ra i , a n d
p a r i e t a l c o r t e x i n p a t h o l o g y o f A D H D . T h e s e r e g i o n s a r e r i c h i n d i f f e r e n t t y p e s o f
n e u r o n s , f o r i n s t a n c e p r e f r o n t a l c o r t e x i n c l u d e s p r o j e c t i o n s o f b o t h d o p a m i n e r g i c a n d
n o r a dr e n e r g i c n e u r o n s (A g u i a r e t a l . 2 0 10 ) . T h e r e f o r e , m a n y c e l l u l a r p r o c e s s e s ,
n e tw o r k s , a n d p a t h w a y s , o t h e r t h a n t r a d i t i o n a l l y k n o w n d o p a m i n e r e l a t e d p a th w a y s
w o u l d l i k e l y p l a y c r i t i c a l r o l e i n A D H D . T h u s , A D H D i s a c o m p l e x d i s e a s e , l i k e l y
m a n i f e s t e d b y m u l t i p l e g e n e s , w i t h s m a l l e f f e c t s , a c t i n g t o g e t h e r u n d e r c e r t a i n
e n v i r o n m e n t a l c o n d i t i o n s .
I n r e c e n t y e a r s , m a n y c a n d i d a t e ge n e s t u d i e s a n d g e n o m e - w i d e a s s o c i a t i o n s t u di e s
h a v e i de n t i fi e d g e n e s t h a t a r e a s s o c i a t e d w i t h A D H D , b u t w i t h i n c o n s i s t e n t r e s u l t s .
Se v e r a l e n v i r o n m e n t a l f a c t o r s t h a t a r e s u s p e c t e d t o b e i n v o l v e d i n A D H D i n c l u d e p r e a n d
p o s t - n a t a l e x p o s u r e s t o t o b a c c o s m o k e , b i s p h e n o l A , l e a d , a l c o h o l a n d m a t e r n a l s t r e s s
(B a n e r j e e e t a l . 2 0 0 7 ) .
T h e r e l a t i o n s h i p s b e tw e e n g e n e s a n d p o t e n t i a l l i n k s t o e n v i r o n m e n t a l c h e m i c a l s
t h a t m a y u n d e r l i e t h e p a th o l o g y o f A D H D a r e u n d e r s t u d i e d . I n c o n t r a r y t o t r a d i t i o n a l
r e d u c t i o n i s t t h e o r y , w h e r e g e n e s a n d e n v i r o n m e n t a l f a c t o r s a r e t e a s e d a p a r t , w e
e m p l o y e d m u l t i p l e s y s t e m s l e v e l a p p r o a c h t o u n d e r s t a n d t h e s e r e l a t i o n s h i p s , a n d t h e i r
c o n t r i b u t i o n t o A D H D o u t c o m e . I n t h i s s t u d y , w e s e t o u t t o i d e n t i f y n o v e l s i gn a l i n g
p a th w a y s th a t i n t e g r a t e g e n e a n d c h e m i c a l i n t e r a c t i o n s r e l a t e d t o A D H D
I n th e p r e s e n t s t u d y w e u s e d a c o m p r e h e n s i v e d a t a b a s e t h a t c o n t a i n s i n f o r m a t i o n
o n b o th g e n e s a n d c h e m i c a l s t h a t h a v e b e e n a s s o c i at e d w i t h A D H D t o i d e n t i fy n o v e l
r e l a t i o n s h i p s . D i r e c t l y a s s o c i a t e d g e n e s w i t h A D H D c o n t a i n e d w i th i n t h e CT D w e r e
i d e n t i fi e d b y v a r i o u s tw i n s t u d i e s , f a m i l y s t u d i e s , a d o p t i o n s t u d i e s , c a n d i d a t e g e n e
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s t u d i e s , g e n o m e w i d e a s s o c i a t i o n s t u d i e s , k n o c k o u t a n im a l s t u d i e s , a n d p h a r m a c o g e n e t i c
s t u d i e s . A n im a l
,
e p i d e m i o l o g i c , g e n e t i c a n d p h a r m a c o l o g i c a l s t u d i e s h a v e p r o v i d e d
s u p p o r t f o r c h e m i c a l - A D H D a s s o c i a t i o n s I n f e r r e d ge n e s - A D H D r e l a t i o n s h i p s w e r e
c o m p u t a t i o n a l l y d e t e r m i n e d b y i n t e g r a t in g t h e c h e m i c a l - A D H D a n d A D H D - g e n e
r e l a t i o n s h i p s b y C T D . T h e s e a s s o c i a t i o n s h a v e t a k e n t h e g e n e - c h e m i c a l i n t e r a c t i o n s i n t o
c o n s i d e r a t i o n a n d t h u s h a v e t h e p o t e n t i a l t o u n r a v e l n o v e l p a t h w a y s t h a t a r e l i k e l y
i n fl u e n c e d b y th e s e i n t e r a c t i o n s .
O u r a n a l y t i c a l s t r a t e g y i n c l u d e d t h e c o m p l e m e n t a r y s y s t e m s l e v e l a p p r o a c h o f
a n a l y z i n g ge n e s w i t h d i r e c t a n d i n f e r r e d r e l a t i o n sh i p s t o A D H D i n o r d e r t o u n d e r s t a n d
th e n o v e l p a t h w a y s th a t r e s u l t e d f r o m t h e g e n e - c h e m i c a l i n t e r a c t i o n s i n A D H D .
T h e A D H D - a s s o c i a t e d g e n e s w e r e f o u n d t o i n t e r a c t w i t h e a c h o t h e r a n d w i th
n o v e l g e n e s fo r m i n g f u n c t i o n a l n e t w o r k s e n r i c h e d f o r b i o l o g i c a l p r o c e s s e s a n d f u n c t i o n s
r e l a t e d t o A D H D . F o r i n s t a n c e
,
c h e m i c a l s - g e n e s - A D HD i n t e r a c t o m e w a s e n r i c h e d f o r
c e l l u l a r gr o w th a n d p r o l i f e r a t i o n t h a t p l a y a r o l e i n b e h a v i o r , m e m o r y , p r o l i f e r a t i o n o f
br a i n c e l l s
,
a n d n e u r o g e n e s i s , w h i c h a r e p o t e n t i a l l y a f f e c t e d i n A D H D .
Sy s t e m s l e v e l a n a l y s i s o f A D H D - a s s o c i a t e d g e n e s i d e n t i fi e d n o v e l c a n o n i c a l
p at h w a y s t h a t l i k e l y p l a y s i g n i f i c a n t r o l e i n A D H D i n c l u d i n g G - p r o t e in c o u p l e d r e c e p t o r
s i gn a l i n g , c - A M P - m e d i a t e d s i g n a l i n g , g l u c o c o r t i c o i d r e c e p t o r , c o r t i c o t r o p h i n r e l e a s i n g
h o r m o n e s i gn a l i n g a n d r o l e o f m a c r o p h a g e s , fi b r o b l a s t s , a n d e n d o th e l i a l c e l l s i n
r h e u m a t o i d a r t h r i t i s . T h u s
,
o u r r e s u l t s s u p p o r t o u r h y p o t h e s i s t h a t n o n - d o p a m i n e r e l a t e d
p a t h w a y s m i g h t p l a y a c r i t i c a l r o l e i n i n t e g r a t i n g g e n e t i c a n d e n v i r o n m e n t a l i n t e r a c t i o n s
i n A D H D .
R e s e a r c h s t u d i e s h i g h l i g h t e d t h e c r u c i a l r o l e o f H y p o t h a l a m i c
-
p i t u i t a r y - a dr e n a l
a x i s (H P A ) i n A D H D . M a n y c l i n i c a l s t u d i e s o f A D H D a f f e c t e d i n d i v i d u a l s h a v e s h o w n
v ar i e d s a l i v a r y C o r t i s o l l e v e l s (b o t h b a s e l i n e a n d s t r e s s i n d u c e d ) d e p e n d i n g o n t h e
s u b t y p e o f A D H D (i n a t t e n t i v e o r h y p e r a c t i v e o r c o m b i n e d ) , p r e s e n c e o f a n y c o m o r b i d
c o n d i t i o n s (a n x i e t y o r d i s r u p t i v e b e h a v i o r ) a n d t h u s i n d i c a t e d i s t u r b e d H P A a c t i v i t y i n
A D H D (H a s t i n g s e t a l . 2 0 0 9 ; H o n g e t a l . 2 0 0 3 ) . H o w e v e r , t h e u n d e r l y i n g m e c h a n i s m o f
l i n k i n g th e d i s t u r b a n c e o f H PA t o A D H D i s v m k n o w n , w h i c h c o u l d b e e x p l a i n e d b y o u r
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fi n d i n g s t h a t c o r t i c o t r o p h i n h o r m o n e r e l e a s i n g s i g n a l i n g p a t h w a y a n d g l u c o c o r t i c o i d
s i g n a l i n g a r e i n v o l v e d i n A D H D . U n d e r s t r e s s , H PA a x i s s t i m u l a t e s c o r t i c o t r o ph i n
h o r m o n e , w h i c h f u r t h e r s t im u l a t e s a d r e n o c o r t i c o t r o p i n r e s u l t i n g i n r e l e a s e o f C o r t i s o l (a
g l u c o c o r t i c o i d ) (A g u i l e r a 2 0 1 1 ) . T h e r e l e a s e d Co r t i s o l b i n d s t o d o w n s t r e a m m o l e c u l e s
a n d fu r t h e r a c t i v a t e s m a n y c r u c i a l p a t h w a y s i n v o l v e d i n n e r v o u s s y s t e m d e v e l o p m e n t a n d
c o gn i t i v e p r o c e s s e s (A g u i l e r a 2 0 1 1 ) . T h u s o u r s t u d y u n d e r l i n e s t h e a s s o c i a t i o n o f
c o r t i c o t r o p h i n r e l e a s i n g h o r m o n e s i g n a l i n g p a t h w a y a n d g l u c o c o r t i c o i d s i g n a l i n g w i t h
A D H D .
I n t e r e s t i n g l y , D A V I D a n a l y s i s i d e n t i fi e d c a n c e r r e l a t e d p a t h w a y s c o n s i s t i n g o f
p r o s t a t e c a n c e r , g l i o m a , b l a d d e r c a n c e r , a n d a p o p t o s i s a s t h e m o s t s i g n i fi c a n t l y e n r i c h e d
p a t h w a y s i n f ia n c t i o n a l c l u s t e r s o f d i r e c t a n d i n f e r r e d g e n e s . T h e s e fi n d i n g s w e r e a l s o
s u p p o r t e d b y I PA a n a l y s i s , w h e r e b i o l o g i c a l f u n c t i o n s o f c e l l d e a t h , a p o p t o s i s a n d c a n c e r
w e r e e n r i c h e d am o n g t h e f u n c t i o n a l n e tw o r k s f o r m e d b y A D H D - a s s o c i a t e d g e n e s . F o r
i n s t a n c e , l o s s o f s t r i a t a l n e u r o n s d u e t o a p o p t o s i s w a s f o u n d t o o c c u r i n A D H D p a t i e n t s ,
w h i c h h i gh l i g h t s t h e p o t e n t i a l r o l e o f a p o p t o s i s p a t h w a y i n A D H D ((J i n e t a l . 2 0 0 1)) .
N e x t w e f o u n d t h a t o u r c h e m i c a l s o f i n t e r e s t i n c l u d i n g b i s p h e n o l A , n i c o t i n e ,
l e a d
, p e r fl o r o o c t a n o i c a c i d a n d p e r fl o r o o c t a n e s u l f o n i c w e r e f o u n d t o i n t e r a c t w i t h g e n e s
t h a t a r e i n v o l v e d i n G - p r o t e i n c o u p l e d r e c e p t o r s i g n a l i n g , c A M P m e d i a t e d s i g n a l i n g
p a t h w a y , g l u c o c o r t i c o i d s i g n a l i n g p a t h w a y , a n d c o r t i c o t r o p h i n r e l e a s i n g h o r m o n e
s i g n a l i n g p a t h w a y . M a n y a n im a l s t u d i e s a n d c o h o r t s t u d i e s h a v e r e p o r t e d t h e im p a c t o f
p r e n a t a l a n d p o s t - n a t a l e x p o s u r e t o b i s p h e n o l A o n b e h a v i o r w i t h v a r y i n g r e s u l t s o n
s e x u a l d i f f e r e n c e s (B r a u n e t a l . 2 0 0 9 ; B r a u n e t a l . 2 0 1 1 ; d e C o c k e t a l . 2 0 12 ; J o n a t h a n
C h e v r i e r 2 0 13 ; P a l a n z a e t a l . 2 0 0 8 ; P e r e r a e t a l . 2 0 12 ; R y a n a n d V a n d e n b e r g h 2 0 0 6 ; T i a n
e t a l . 2 0 10 ; W o l s t e n h o lm e e t a l . 2 0 1 1 ) . A r e c e n t s t u dy b y C h e v r i e r f o u n d th a t p r e n a t a l
e x p o s u r e t o B P A m a y r e s u l t i n t h e d i s t u r b a n c e o f t h y r o i d l e v e l s i n n e w b o r n s a n d th u s
a f f e c t n e u r o d e v e l o pm e n t (J o n a t h a n C h e v r i e r 2 0 13 ) . F u r th e r , t h e r e i s c l e a r e v i d e n c e t h a t
p r e n a t a l a n d p o s t n a t a l t o b a c c o e x p o s u r e i s a s s o c i a t e d w i t h A D H D t h r o u g h m a n y
e p i d e m i o l o g i c a l s t u d i e s , e v e n a ft e r c o n t r o l l i n g f o r o t h e r c o n f o u n d i n g f a c t o r s (H e r r m a i m
e t a l , 2 0 0 8 ) . L e a d e x p o s u r e s , m a i n l y p r e n a t a l a n d p o s t n a t a l , a r e k n o v m t o b e a s s o c i a t e d
w i t h A D H D m o s t l y t h r o u gh e p i d e m i o l o g i c a l s t u d i e s (Ch o e t a l . 2 0 10 ; N i c o l e s c u e t a l .
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2 0 10 ; N i g g e t a l . 2 0 10 ) . A c r o s s - s e c t i o n a l s t u d y d o n e b y H o f f m a n e t a l . , s h o w e d th a t
h i g h s e r u m l e v e l s o f p e r f l o r o o c t a n o i c a c i d , a p e r s i s t e n t c h e m i c a l , i s a s s o c i a t e d w i t h
i n c r e a s e d p r e v a l e n c e o f A D H D (H o f fm a n e t a l . 2 0 10 ; L a u e t a l . 2 0 0 7) . C l e a r l y , m o s t o f
t h e e v i d e n c e s u p p o r t i n g t h e r o l e o f c h e m i c a l e x p o s u r e s i n A D H D i s e p i d e m i o l o g i c a l ,
t h e r e f o r e o u r f i n d i n g s o f t h e p o t e n t i a l r o l e o f G - p r o t e i n c o u p l e d r e c e p t o r s i g n a l i n g , c a m p
m e d i a t e d s i g n a l i n g p a t h w a y , g l u c o c o r t i c o i d s i g n a l i n g p a t h w a y , c o r t i c o t r o p h i n h o r m o n e
r e l e a s i n g s i g n a l i n g p a t h w a y a n d H u n t i n gt o n d i s e a s e s i gn a l i n g p a t h w a y m a y h e l p t o g a i n
d e e p e r i n s i g ht s i n t o t h e m e c h a n i sm s o f a c t i o n s b y th e s e c h e m i c a l s .
O u r a n a l y s e s h i g h l i g h t t hr o u g h d i s e a s e a s s o c i a t i o n a n a l y s i s t h a t m a n y o f t h e
i d en t i f i e d d i r e c t l y a s s o c i a t e d g e n e s a l s o p l a y a r o l e i n o t h e r n e u r o l o g i c a l d i s o r de r s . F o r
i n s t a n c e , d i r e c t l y a s s o c i a t e d g e n e s t h a t i n c l u d e d o p a m i n e r e c e p t o r s (D RD 2, D RD 4,
D RD 5) , d o p a m i n e t r a n s p o r t e r (SL C 6A 3 ), T a c h y k i n i n r e c e p t o r 1 (TA CR l ) a n d T r y p t o p h a n
h y d r o x y l a s e 2 (TPH 2) w e r e f o u n d t o p l a y c r i t i c a l r o l e i n d e p r e s s i o n . S im i l a r l y , d o p am i n e
r e c e p t o r g e n e s , d o p a m i n e t r a n s p o r t e r g e n e , c a r m a b i n o i d r e c e p t o r g e n e , a n d g l u t a m a t e
r e c e p t o r g e n e s w e r e a l s o i n v o l v e d i n a l c o h o l i s m , s c h i z o p h r e n i a , c o c a i n e r e l a t e d d i s o r de r
a n d b i p o l a r d i s o r d e r (A p p e n d i x T a b l e 3 ) . A r e c e n t r e s e a r c h s t u d y b y C r o s s - D i s o r de r
G r o u p o f t h e P s y c h i a t r i c G e n o m i c s C o n s o r t i u m f o u n d t h a t d e p r e s s i v e d i s o r d e r , b i p o l a r
d i s o r d e r , s c h i z o p h r e n i a , a u t i s m s p e c t r u m d i s o r d e r s , a n d A D H D s h a r e s i n g l e n u c l e o t i d e
p o l y m o r p h i s m s a t f o u r l o c i o n c h r o m o s o m a l r e g i o n s o f 3p 2 1 a n d 10 2 4 a l o n g w i t h
c a l c i u m c h a n n e l s u b u n i t s o f C A CN A I C a n d C A CN B 2 (C r o s s - D i s o r d e r G r o u p o f t h e
P s y c h i a t r i c G e n o m i c s 2 0 13) . T h e r e fo r e o u r fi n d i n g s p r o v i d e m o l e c u l a r i n s i gh t s a n d
t e s t a b l e h yp o t h e s i s o f p o t e n t i a l p a t h w a y s t h a t a r e i n v o l v e d i n c o m o r b i d i t y o f A D H D a n d
o th e r n e u r o p s y c h i a t r i c d i s o r d e r s .
O u r s t u d y i s b a s e d o n t h e d a t a t h a t i s c o n t a i n e d w i th i n t h e C T D . Wh i l e
s u b s t a n t i a l , o u r s t u d y m i g h t h a v e l im i t a t i o n s r e l a t e d t o s a m p l e s i z e , a n y h e t e r o g e n e i t y i n
t h e s a m p l e a n d th e t y p e o f s t u d y , o r i g i n a l l y i n c l u d e d i n CT D . N e v e r t h e l e s s , o u r s t u d y
p r o v i d e s m a n y v a l u a b l e i n s i g h t s i n t o t h e c o m p l e x i t y o f A D H D p a th o l o g y t h a t m a y n o t b e
p o s s i b l e w i t h a s i n g l e e x p e r im e n t a l s t u d y a n d p r o v i d e im p o r t a n t i n f o rm a t i o n f o r f u t u r e
h y p o t h e s i s g e n e r a t i o n .
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C O N C L U SI O N S
I n s u m m a r y , t h e p r e s e n t s t u d y d e m o n s t r a t e d th a t g e n e s a n d c h e m i c a l s a c t c o m m o n l y
t h r o u g h n o n - d o p a m i n e r e l a t e d s i g n a l i n g p a t h w a y s , w i t h p o t e n t i a l r o l e i n A D H D . F u r t h e r ,
i t h i g h l i gh t e d t h e p o t e n t i a l r o l e o f c o r t i c o t r o p h i n r e l e a s i n g h o r m o n e s i g n a l i n g ,
g l u c o c o r t i c o i d r e c e p t o r s i g n a l i n g , a n d c A M P m e d i a t e d s i g n a l i n g , i n A D H D i n a d d i t i o n t o
t r a d i t i o n a l d o p a m i n e r e c e p t o r s i g n a l i n g . M o r e o v e r , t h i s s t u d y d e m o n s t r a t e s t h e p o t e n t i a l
o f t h e i n s i l i c o a p p r o a c h i n p r o v i d i n g i n s i gh t s i n t o t h e r e l a t i o n s h i p s b e t w e e n g e n e t i c a n d
e n v i r o n m e n t a l f a c t o r s a t s y s t e m s l e v e l i n c o m p l e x h u m a n d i s o r d e r s . T h i s s t u d y m a y a l s o
p r o v i d e t e s t a b l e h y p o t h e s e s fo r u n d e r s t a n d i n g th e m e c h a n i s m s o f a c t i o n s o f v a r i o u s
c h e m i c a l e x p o s u r e s t h a t a r e a s s o c i a t e d w i t h A D H D . F o r e x a m p l e , w e p r e d i c t e d
a s s o c i a t i o n o f c h e m i c a l s t o A D H D v i a c A M P - m e d i a t e d s i g n a l i n g p r o v i d i n g t a r g e t e d
d i r e c t i o n f o r f u t u r e s t u d i e s . T h e p r e s e n t s t u d y p r o v i d e d i n s i g h t s i n t o u n d e r s t a n d i n g o f t h e
c o m b i n e d c o n t r i b u t i o n o f g e n e s a n d c h e m i c a l s , e x i s t e n c e o f c o m o r b i d d i s e a s e s , a n d
f a c i l i t a t e d g e n e r a t i o n o f t e s t a b l e h yp o th e s i s , w h i c h h a v e g r e a t p o t e n t i a l t o h e l p d e v e l o p
m o r e e f f e c t i v e t r e a t m e n t s a n d p r e v e n t i o n m e t h o d s f o r r e d u c i n g t h e g r o w i n g p u b l i c h e a l t h
b u r d e n o f A D H D .
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c h o l i n e r i s e i n c h i l d r e n w i t h a t t e n t i o n - d e fi c i t h y p e r a c t i v i t y d i s o r d e r : A I h - m a g n e t i c r e s o n a n c e
sp e c t r o s c o p y s t u d y . N e u r o s c ie n c e l e t t e r s 3 1 5 :4 5
- 4 8 .
J o n a t h a n C h e v r i e r R B G
,
A s a B r a dm a n , N i n a T . H o l l a n d , A n t o n ia M . C a la f a t , B r e n d a E s k e n a z i ,
a n d K i m G H a r l e y 2 0 13 . M a t e r n a l u r i n a r y b i s p h e n o l a d u r i n g p r e g n a n c y a n d m a t e r n a l a n d
n e o n a t a l t h y r o i d f u n c t i o n i n t h e c h a m a c o s s t u d y . E n v i r o n H e a lt h P e r s p e c t 12 1 : 13 8
- 14 4 .
K e n t L , Em e r t o n J , B h a d r a v a t h i V , W e is bl a t t E , P a s c o G , W i l l a t t L R , e t a l . 2 0 0 8 . X - l in k e d
i c h t h y o s i s ( s t e r o i d s u l f a t a s e d e fi c ie n c y ) i s a s s o c i a t e d w it h in c r e a s e d r i s k o f a t t e n t i o n d e f i c it
h y p e r a c t i v it y d is o r d e r , a u t i s m a n d s o c i a l c o m m u n i c a t i o n d e fi c it s . J M e d G e n e t 4 5 : 5 19 - 5 2 4 .
K u n t s i J , N e a le B M , C h e n W , F a r a o n e SV , A s h e r s o n P . 2 0 06 . T h e i m a g e p r o j e c t : M e t h o d o l o g i c a l
i s s u e s f o r t h e m o l e c u l a r g e n e t i c a n a ly s i s o f a d hd . B e h a v B r a i n F u n c t 2 :2 7 .
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K u s t a n o v i c h V , I s h i i J , C r a w f o r d L , Y a n g M , M c G o u g h JJ , M c C r a c k e n JT , e t a l . 2 0 04 .
T r a n s m i s s io n d i s e q u i l ib r i u m t e s t in g o f d o p a m in e - r e l a t e d c a n d i d a t e g e n e p o l y m o r p h i s m s in a d h d :
C o n fi r m a t i o n o f a s s o c i a t i o n o f a d h d w it h d r d 4 a n d d r d 5 . M o l P s y c h i a t r y 9 : 7 1 1- 7 1 7 .
L a u C , A n it o l e K , H o d e s C , L a i D , P f a h l e s - H u t c h e n s A , S e e d J 2 00 7 . P e r fl u o r o a l k y l a c i d s : A
r e v ie w o f m o n i t o r in g a n d t o x i c o l o g i c a l fi n d i n g s . T o x i c o l Sc i 9 9 :3 66 - 3 9 4 .
L o w e N
,
K i r le y A , H a w i Z , S h a m P , W i c k h a m H , K r a t o c h v i l C J , e t a l . 2 0 04 . J o in t a n a l y s i s o f t h e
d r d S m a r k e r c o n c l u d e s a s s o c i a t i o n w i t h a t t e n t i o n - d e f i c it / h y p e r a c t i v it y d i s o r d e r c o n fi n e d t o t h e
p r e d o m in a n t ly i n a t t e n t i v e a n d c o m b i n e d s u b t y p e s . A m J H u m G e n e t 7 4 :3 4 8 - 3 5 6
M c K i n n e y J, Jo h a n s s o n S , H a lm o y A , D r a m s d a h l M , W in g e I , K n a p p s k o g PM , e t a l . 2 0 08 . A
l o s s - o f - f u n c t i o n m u t a t io n i n t r y p t o p h a n h y d r o x y l a s e 2 s e g r e g a t i n g w i t h a t t e n t i o n
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d e fi c i t / h y p e r a c t i v it y d i s o r d e r M o l P s y c h i a t r y 1 3 :3 65 - 3 6 7 .
N i c o le s c u R , P e t c u C , C o r d e a n u A , F a b r i t i u s K , S c h l u m p f M , K r e b s R , e t a l . 2 0 10 .
E n v i r o n m e n t a l e x p o s u r e t o l e a d , b u t n o t o t h e r n e u r o t o x i c m e t a l s , r e l a t e s t o c o r e e l e m e n t s o f a d hd
i n r o m a n ia n c h i l d r e n : P e r f o r m a n c e a n d q u e s t i o n n a i r e d a t a . E n v i r o n R e s 1 10 : 4 7 6 - 4 8 3 .
N i g g J T , N i k o l a s M , M a r k K n o t t n e r u s G , C a v a n a g h K , F r i d e r i c i K . 2 0 10 . C o n fi r m a t i o n a n d
e x t e n s i o n o f a s s o c i a t io n o f b l o o d l e a d w i t h a t t e n t i o n - d e fi c i t ' h y p e r a c t i v i ty d i s o r d e r (a d hd ) a n d
a d h d s y m p t o m d o m a i n s a t p o p u l a t i o n - t y p i c a l e x p o s u r e l e v e l s . J C h i l d P s y c h o l P s y c h i a t r y 5 1 :5 8
-
6 5 .
O gd i e M N , F i s h e r S E , Y a n g M , I s h i i J , F r a n c k s C , L o o SK , e t a l . 2 0 0 4 . A t t e n t i o n d e fi c it
h y p e r a c t i v i t y d i s o r d e r : F i n e m a pp i n g s u p p o r t s l i n k a g e t o 5 p l 3 , 6 q l 2 , 1 6 p l 3 , a n d 17p l l A m J
H u m G e n e t 7 5 : 6 6 1- 6 6 8 .
O r r ic o A , G a l l i L , B u o n i S , H a y e k G , L u c h e t t i A , L o r e n z i n i S , e t a l . 2 0 05 . A t t e n t i o n -
d e fi c i t / h y p e r a c t i v it y d i s o r d e r ( a d h d ) a n d v a r i a b l e c l in i c a l e x p r e s s i o n o f a a r s k o g - s c o tt s y n d r o m e
d u e t o a n o v e l f g d l g e n e m u t a t i o n (r 4 0 8 q ) A m J M e d G e n e t A 13 5 :9 9 - 10 2 .
P a l a n z a P
,
G i o i o s a L
,
v o m Sa a l F S
,
P a r m ig i a n i S 2 00 8 E f f e c t s o f d e v e l o p m e n t a l e x p o s u r e t o
b i s p h e n o l a o n b r a i n a n d b e h a v i o r i n m i c e . E n v ir o n R e s 10 8 : 1 50 - 15 7 .
P e r e r a F , V i s h n e v e t s k y J , H e r b st m a n J B , C a l a f a t A M , X i o n g W , R a u h V , e t a l . 2 0 12 . P r e n a t a l
b i s p h e n o l a e x p o s u r e a n d c h i l d b e h a v i o r i n a n i n n e r
- c i t y c o h o r t E n v i r o n H e a lt h P e r s p e c t
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P o la n c z y k G , d e L im a M S , H o r t a B L , B ie d e r m a n J, R o hd e L A 2 00 7 . T h e w o r l dw i d e p r e v a l e n c e
o f a d h d : A s y s t e m a t i c r e v i e w a n d m e t a r e g r e s s io n a n a l y s i s . A m J P s y c h i a t r y 16 4 :9 4 2
- 9 4 8 .
R o m a n T , R o hd e L A , H u t z M H . 2 0 04 . P o l y m o r p h i s m s o f t h e d o p a m i n e t r a n s p o r t e r g e n e :
I n fl u e n c e o n r e s p o n s e t o m e t h y l p h e n i d a t e i n a t t e n t i o n d e fi c i t
- h y p e r a c t i v it y d i s o r d e r . A m J
P h a r m a c o g e n o m i c s 4 : 8 3 - 9 2 .
R o m m e l s e N N , A r i a s - V a s q u e z A , A l t i n k M E , B u s c h g e n s C J, F l i e r s E , A s h e r s o n P , e t a l 2 0 08 .
N e u r o p s y c h o l o g i c a l e n d o p h e n o t y p e a p p r o a c h t o g e n o m e
- w i d e l i n k a g e a n a l y s i s i d e n t i fi e s
s u s c e p t i bi l i t y l o c i f o r a d hd o n 2 q2 1 . 1 a n d 13 q l 2 . 1 1 . A m J H u m G e n e t 8 3 :9 9
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R o w l a n d A S , L e s e s n e C A , A b r a m o w i t z A J . 2 0 0 2 , T h e e p i d e m i o lo g y o f a t t e n t i o n
-
d e f i c i t / h y p e r a c t i v it y d i s o r d e r ( a d h d ) : A p u b l i c h e a l t h v ie w . M e n t R e t a r d D e v D is a b i l R e s R e v
8 : 16 2 - 17 0
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T i a n Y H
,
B a e k J H
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L e e S Y
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in d u c e s a n x i o ly t ic b e h a v io r s a n d c o g n i t i v e d e fi c i t s i n m ic e . S y n a p s e 6 4 :4 32 - 4 3 9 .
T r i n h JV
,
N e h r e n b e r g D L , Ja c o b s e n J P , C a r o n M G , W e t s e l W C 2 0 03 . D i f f e r e n t i a l
p s y c h o s t i m u l a n t - i n d u c e d a c t i v a t i o n o f n e u r a l c i r c u i t s in d o p am i n e t r a n s p o r t e r k n o c k o u t a n d w il d
t y p e m ic e . N e u r o s c i e n c e 1 18 : 2 97
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W a l it z a S
,
R e n n e r T J
,
D e m p f l e A , K o n r a d K , W e w e t z e r C , H a lb a c h A , e t a l . 2 0 0 5 . T r a n s m i s s i o n
d i s e q u i l i b r i u m o f p o l y m o r p h i c v a r i a n t s i n t h e t r y p t o p h a n h y d r o x y l a s e - 2 g e n e i n a t t e n t io n -
d e fi c i t / h y p e r a c t i v it y d i s o r d e r . M o l P s y c h i a t r y 10 : 1 126 - 1 132 .
W a n g J, L i M D . 2 0 10 . C o m m o n a n d u n iq u e b io l o g i c a l p a t hw a y s a s s o c i a t e d w i t h s m o k i n g
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s m a n E F
,
C o n n e l l y JJ . 2 0 11 . T h e r o l e o f b i s p h e n o l a i n s h a p i n g t h e b r a i n ,
e p i g e n o m e a n d b e h a v i o r . H o r m B e h a v 5 9 :2 96 - 3 0 5 .
Y a n T C
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M c Qu i l l i n A , T h a p a r A , A s h e r s o n P , H u n t SP , St a n f o r d S C , e t a l 2 0 10 . N k l (t a c r l )
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